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Nitrogen gas produces less behavioural and neurophysiological excitation than carbon 
dioxide in mice undergoing euthanasia. 
 
Carbon dioxide (CO2) is one of the most commonly used gas euthanasia agents in mice, despite 
reports of aversion and nociception. Inert gases such as nitrogen (N2) may be a viable alternative 
to carbon dioxide. Here we compared behavioural and electrophysiological reactions to CO2 or 
N2 at either slow fill or rapid fill in C57Bl/6 mice undergoing gas euthanasia. We found that 
mice euthanised with CO2 increased locomotor activity compared to baseline, whereas mice 
exposed to N2 decreased locomotion. Furthermore, mice exposed to CO2 showed significantly 
more vertical jumps and freezing episodes than mice exposed to N2. We further found that CO2 
exposure resulted in increased theta:delta of the EEG, a measure of excitation, whereas the N2 
decreased theta:delta. Differences in responses were not oxygen-concentration dependent. 
Taken together, these results demonstrate that CO2 increases both behavioural and 
electrophysiological excitation as well as producing a fear response, whereas N2 reduces 
behavioural activity and central neurological depression and may be less aversive although still 
produces a fear response. Further studies are required to evaluate N2 as a suitable euthanasia 
agent for mice. 
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Stickstoffgas erzeugt bei Mäusen, die getötet werden, weniger Verhaltens- und 
neurophysiologische Erregung als Kohlendioxid. 
 
Kohlendioxid (CO2) ist trotz Aversion und Nozizeption eines der am häufigsten verwendeten 
Mittel zur Tötung von Mäusen mit Gas. Inerte Gase wie Stickstoff (N2) können eine Alternative 
zu Kohlendioxid sein. Hier verglichen wir Verhaltens- und elektrophysiologische Reaktionen 
bei C57B1/6 Mäusen, welche mit CO2 oder N2 bei langsamer oder schneller Befüllung getötet 
wurden. Unter CO2 wurde erhöhte Bewegungsaktivität im Vergleich zum Ausgangswert 
beobachtet, wohingegen Mäuse, die N2 ausgesetzt waren, die Fortbewegung verminderten. 
Darüber hinaus zeigten Mäuse, die CO2 ausgesetzt wurden, signifikant mehr vertikale Sprünge 
und Episoden von Erstarren, als Mäuse, die N2 ausgesetzt waren. Wir fanden weiter, dass die 
CO2-Exposition zu erhöhtem Theta:Delta des EEG führte, einem Maß für die Erregung, 
während N2 das Theta:Delta verringerte. Unterschiede in der Reaktion waren nicht abhängig 
von der Sauerstoffkonzentration. Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass CO2 
sowohl die Verhaltens- als auch die elektrophysiologische Erregung erhöht und eine 
Angstreaktion hervorruft, während N2 die Verhaltensaktivität und die zentrale neurologische 
Depression reduziert und möglicherweise weniger aversiv wirkt, obwohl es immer noch eine 
Angstreaktion auslöst. Weitere Studien sind erforderlich, um N2 als geeignete Tötungsmethode 
für Mäuse zu empfehlen. 
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